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Kokulturen zwischen primaren parenchymalen
und nichtparenchymalen Leberzellen der Ratte
verbessern die Aussagekraft yon
organspezifischen in vitro Toxizitatstests
Peter Maier und Nenad Milosevic
Universitat und ETH, CH-Ztirich

Zusamrnenfassung
In konventionellen Hepatozyten-Kulturen wird der Beitrag von
nicht parenchymalen Zellen, insbesondere von Kupjferschen
Stemzellen, an der pharmakologischen und toxischen Wirkung
von Fremdstojfen nicht beriicksichtigt. Der Austausch von
loslichen Botenstojfen wurde in Kokulturen zwischen frisch
isolierten Hepatozyten und Kupfferzellen untersucht. Die
Kokulturen wurden mit einem Endotoxin und in Kombination
mit Phenobarbital, 3-Methylcholanthren oder Bleiazetat
behandelt. Eine selektive Ruckregulation der Fremdstojf-
induzierten Enrym-Aktivitaten wurde beobachtet. Der Ejfekt
beruhte ausschliesslich auf der durch das Endotoxin indurier-
ten Freisetzung von TNFa aus den Kupfferzellen. Blei erhohte
diese Zytokin-Freisetzung synergistisch. Die Ergebnisse
zeigen, dass mit Hilfe von Kokulturen die Aussagekraft der
Ergebnisse erhoht wird, weil die Situation in der Leber besser
wiedergegeben werden kann.

Summary: Cocultures between primary parenchymal and
nonparenchymalliver cells improve the reliability of results
from in vitro toxicity testing.
Conventional homotypic hepatocyte cultures do not include the
possible contribution of nonparenchymal liver cells, particular-
ly Kupjfer cells, to the pharmacological and toxicological
consequences after exposure to xenobiotics. Therefore the
exchange of soluble factors between liver cells was investiga-
ted in cocultures between primary, freshly isolated cultured rat
hepatocytes and Kupjfer cells. Co cultures were exposed to
endotoxins in combination with phenobarbital, 3-methylcho-
lanthrene or lead. A strong but selective down-regulation of
xenobiotic induced cytochrome P450 isoforms was detectable,
mediated exclusively by TNFa released from the Kupjfer cells.
Pb synergistically increased this endotoxin induced TNFa-
release. The results indicate that eocultures improve the
reliability of data obtained from organ specific cell cultures
and that they simulate much closer the situation in the intact
liver.
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1 Einleitung

In der Leber werden Fremdstoffe in der
Regel entgiftet, d.h. zu hydrophilen Me-
taboliten umgewandelt, oft aber auch zu
reaktiven, toxischen Metaboliten. Mei-
stens sind Hepatozyten an diesen metabo-
lischen Entgiftungs- undAktivierungsvor-
gangen beteiligt. Diese parenchymal en
Zellen machen in der Leber ca. 70% aller
Zellen aus und sind fur ca. 90% des Or-
gan-Volumens verantwortlich. Die nicht-
parenchymalen Leberzellen (Kupffer-Zel-
len, Fettzellen, endotheliale Zellen) sind
meistens nicht direkt an der Umwandlung
von Fremdstoffen beteiligt, dienen aber als
Quelle yon Wachstumsfaktoren und Zy-
tokinen, die tiber parakrine und autokrine
Wege u.a. den Fremdstoffmetabolismus
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sowie mitogene und apogene Prozesse sti-
mulieren oder inhibieren. Es steht ausser
Zweifel, dass soIche Veranderungen in der
Leber durch Fremdstoffe ausgelost wer-
den konnen und dass auf diese Weise die
toxische Wirkung moduliert wird. Der
Fremdstoff selbst konnte auch den inter-
zellularen Austausch zwischen den Leber-
zellen storen.
Diese im intakten Organ ablaufenden

Prozesse sind in konventionellen reinen
(homotypischen) Hepatozyten- Kulturen
nicht zu erkennen. Deshalb war es eines
der Ziele dieses Projektes, die komplexen
Interaktionen in einem fiir die Toxizitats-
priifung wichtigen Organ, der Leber, zu
erfassen. Damit soUte die Aussagekraft
yon organspezifischen, primaren Zellkul-
turen weiter der in vivo Situation angepasst

werden und damit die Zuverlassigkeit der
Ergebnisse weiter erhoht werden. Im vor-
liegenden Projekt konzentrierten wir uns
auf die Interaktion zwischen den beiden
wichtigsten Zelltypen, namlich den Hepa-
tozyten und den Kupfferzellen (Leberma-
krophagen). Es wurden primare Kokultu-
ren etabliert und die interzellularen Signa-
Ie und ihre Auswirkungen untersucht.
Eine Voraussetzung fur die Herstellung

yon Kokulturen ist, dass die gewahlten
Zelltypen bereits in homotypischen Kul-
turen ihre spezifischen Funktionen expri-
mieren. In unserer Arbeitsgruppe wurde
in den vergangenen Jahren ein Zellkultur-
modell mit primaren Ratten-Hepatozyten
entwickelt, mit dem die regiospezifischen
metabolischen Eigenschaften yon Hepa-
tozyten aus der periportalen (pp) oder pe-
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rizentralen (pz) Zone im Leberlappchen
weitgehend simuliert werden konnen (un-
terschiedliche Glukagon- und Insulin-Ge-
halte, definierter unterschiedlicher Sauer-
stoff-Partialdruck; Maier et al., 1994). Die
leberspezifischen Funktionen konnen bis
zu 9 Tage in Kultur erhalten werden (Saad
et al., 1994). Damit ist es in Zukunft mog-
lich, nicht nur den unterschiedlichen Me-
tabolismus in den verschiedenen Zonen
des Leberlappchens zu simulieren, son-
dern auch proliferative (pp) bzw. funktio-
nelle (pz) Kompartimente in der Leber
darzustellen. Mit Hilfe von biocherni-
schen, immunologischen und molekular-
biologischen Untersuchungen konnte die
bekannte zonenspezifische Induktion von
P450 Isoenzymen (Phenobarbital,
CYP2B 1/2) in vitro nachvollzogen wer-
den (Maier et aI., 1994). Die Induktion und
Regulation erfolgte auf dem Niveau der
Transkription. Eine ahnliche Zonierung
war auch fiir die mitogene Wirkung und
die Inhibition durch TGF~l erkennbar
(Fasciati et aI., 1997) sowie fur die Induk-
tion von apoptotischen Prozesse durch
Zytokine (Ohno et al., 1995; Ohno and
Maier, 1995). Die Erweiterung der Hepa-
tozytenkulturen mit koku1tivierten
Kupfferzellen war deshalb von besonde-
rem Interesse, weil diese Zellen an der
Freisetzung der genannten Faktoren betei-
ligt sind. Besonders fur die Toxizitatspru-
fung von nichtgentoxischen kanzerogenen
Stoffen sind Kokulturen von Bedeutung.
Die Identifizierung solcher Kanzerogene
vor einem Langzeitversuch wurde es er-
moglichen, die Vorgange bei der Tumor-
entstehung besser zu verstehen und kost-
spielige und aufwendige Tierversuche zu
reduzieren. Zur Reduktion und Vermei-
dung von Tierversuchen besteht auch eine
ethische Verpflichtung der Toxikologen.
Fur die Versuche stand auch die Frage im
Vordergrund, wieweit Endotoxine, exoge-
ne oder endogene, d.h. die durch Frernd-
stoffe stimulierte mogliche Freisetzungaus
dem Darm (Roth et al., 1997), die Toxizi-
tat von Chemikalien beeinflussen konnen.

2 Material und Methoden

Aus zwei verschiedenen Ratten werden
mit etablierten Perfusionsverfahren Hepa-
tozyten (Kollagenase-Perfusion) bzw,
nichtparenchymale Zellen (Pronase-Perfu-
sion) frisch isoliert. Die nichtparenchyma-
len Zellen werden weiter aufgetrennt
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(Dichtegradien ten, Gegenstromzentri-
fugation). Mit Hilfe yon Volumen-Mes-
sungen und der Anwendung yon mono-
klonalen Antikorpern konnte gezeigt wer-
den, dass die Kupfferzellen eine Reinheit
yon 85% besitzen, kombiniert mit einer
Vitali tat yon 96% (Ammann und Maier,
1997). Die Hepatozyten werden fur 5 Tage
kultiviert (serurnfreies Medium, Schalen
mit Teflonmembranboden, Beschichtung
mit einer extrazellularen Matrix aus Le-
berzellmembranen) und erholen sich in
dieser Zeitspanne von den proteolytischen
enzymatischen Schaden, welche wahrend
der Perfusion entstanden sind. Das glei-
che Verfahren wird mit den Kupfferzellen
fur 2 Tage durchgefiihrt (Medium mit Se-
rum, Kulturen auf Anopore Zellkultur-
schalen-Einlagen). Anschliessend werden
die Einlagen mit den Kupfferzellen zu den
Hepatozyten-Kulturen transferiert. Hier
beginnt die eigentliche Versuchperiode mit
den Kokulturen, welche 48 Stunden dau-
ert.

3 Resultate UDdDiskussion

Mit den Kokulturen wurde untersucht, wie
Endotoxine (hier LPS yon Salmonella
enteridis) sich auf die interzellulare Korn-
munikation zwischen Kupfferzellen und
Hepatozyten auswirken, und zwar 1) auf
den induzierbaren Fremdstoffrnetabolis-
mus sowie 2) auf die durch Blei verursach-
te Lebertoxizitat.

3.1 Fremdstoffmetabolismus
In den kultivierten Ratten-Hepatozyten
konnen sehr effizient die verschiedenen
Isoformen der Cytochrom P450 Monoxy-
genasen induziert werden. Innerhalb von
24 Stunden werden nach einer Behandlung
mit 3-Methylcholanthren oder Phenobar-
bital die entsprechenden Enzymaktivita-
ten PROD (Pentoxyresorufin-O- Deethyla-
se) und EROD (Ethoxyresorufin-O-
Deethylase) wie auch das entsprechende
Transkript um das 10 bis 50 fache erhoht
(Milosevic et aI., 1999). Diese Stimulati-
on wurde durch die Anwesenheit der
Kupfferzellen in den Kokulturen nicht
beeinflusst. In Anwesenheit einer gerin-
gen Menge Endotoxin (IOng/ml) hinge-
gen wurde eine selektive Ruckregulation
der beiden induzierten Isoformen beob-
achtet. Die Phenobarbital induzierte Iso-
form CYP2B 1 wurde zu 86% zuriickre-
guliert, die durch Methylcholanthrene in-

duzierte Isoform CYPIA1 nur zu 15%.
Weitere Messungen ergaben, dass die
Rtickregulation durch TNFa bewirkt wur-
de. Dieses Zytokin wird von den Kupffer-
zellen innert 5-8 Stunden nach einer Sti-
mulation (z.B. mit Endotoxinen) ausge-
schuttet und induziert in den kokultivier-
ten Hepatozyten die Produktion von Stick-
oxid (NO) tiber eine induzierbare NO-
Synthetase (iNOS). Zusatzlich konnten
auch die Veranderungen der Akut -Phasen-
Proteine in den Hepatozyten gemessen
werden, namlich das positiv regulierte eel-
Glykoprotein und das negativ regulierte
Albumin. Das yon den Hepatozyten pro-
duzierte NO hingegen war nicht an der
Rtickregulation der CYP2B 1 beteiligt.
Dies konnte mit Hilfe von spezifischen
iNOS Inhibitoren festgestellt werden.

Acetaminophen wurde in dieser Ver-
suchsanordnung ebenfalls gepriift. Dieses
Medikament stand im Verdacht, eine le-
bertoxische Wirkung uber eine Aktivie-
rung von Kupfferzellen auszulosen (La-
skin et al., 1986). Diese Befunde aus Tier-
versuchen konnten mit der vorliegenden
Versuchsanordnung nicht bestatigt wer-
den. Acetaminophen besass keine dem
Endotoxin vergleichbare stimulierende
Wirkung. Vor kurzem publizierte Ergeb-
nisse mit transgenen Tieren bestatigen die-
se in vitro Befunde. In Mausen, welche
TNFa nicht exprimierten, war die Toxizi-
tat von Acetaminophen ebensogut ausge-
pragt (Boess et aI., 1998). In Mausen, in
denen nur die Isoformen CYP1A1 und
CYP2E1 nicht exprimiert wurden, verur-
sachte Acetaminophen keine Toxizitat
(Zaher et aI., 1998).

3.2 Blei-induzierte Lebertoxizitat
In Tierversuchen konnte gezeigt werden,
dass Endotoxine und Blei (Pb) zusammen
die lebertoxische Wirkung erhohten. Die-
se Befunde waren der Ausloser fur Un-
tersuchungen mit den vorliegenden Kokul-
turen. Wir konnten zeigen, dass Blei im
Zusammenwirken mit Endotoxin die
TNFa Freisetzung bis zu 30fach erhohte
und dies mit tiefer Endotoxin- (O.l-lng/
ml) und Blei-Konzentration (2-50 ~M).
Diese Konzentrationen bewirkten in den
Hepatozyten selbst noch keine Toxizitat,
In den Kupfferzellen hingegen wurde eine
Reduktion der bioreduktiven Kapazitat
(MTT- Tests) nach 48 Stunden festgestellt
(30% des Kontrollwertes, bei 50 ~M Pb),
nicht aber zum Zeitpunkt der TNFa Pro-
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dnktion (5 Stunden nach Endotoxin/Ph
Zugabe) und Freisetzung in das Medium.
DieAuswirkungen des TNFo.in Bezug auf
die NO-Synthese und die Akutphasen Pro-
tein Regulation in den Hepatozyten wa-
ren dieselben wie nach der Zugabe
eincrlOOOfach hoheren Endotoxin-Kon-
zentration. Dieser synergistische Effekt
war mit zwei anderen SchwermetaJIen
(Quecksilber und Cadmium) nicht zu be-
obachten (Milosevic and Maier, 1999).

Die Frage stellte sich, wie in den Tier-
versuchen die Lebertoxizitat zustande
kommt. Aus der Literatur war bekannt,
dass fur eine zytotoxische Wirkung oft ein
direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen den
ins Gewebe eindringenden Granulozyten
notwendig ist (Sauer et al., 1996). Die
Erweiterung der Kokulturen mit einer drit-
ten Zellpopulation, den Granulozyten, er-
rnoglichte es, diese direkte zellulare Inter-
aktion zu erkennen. Die Granulozyten
wurden in den Kokulturen direkt zu den
Hepatozyten gegeben und kamen auf die-
se Weise (im Gegensatz zu den Kupffer-
zellen) in direkten Zell-Zell-Kontakt. In
dieser Versuchsanordnung induzierten
Endotoxin und Pb in den obgenannten
geringen Dosierungen eine hohe Zytoto-
xizitat in den Hepatozyten (uber 90% ge-
messen an der extrazellularen Laktat-De-
hydrogenase Aktivitat). Diese Toxizitat
konnte mit einem Protease-Inhibitor
(Aprotinin) verhindert werden und war
auch nicht erkennbar, wenn die Granulo-
zyten von den Hepatozyten getrennt in den
Anopore-Einlagen kultiviert wurden (wie
die Kupfferzellen).

Die Erweiterung der homotypischen
primaren Hepatozyten-Kulturen mit ko-
kultivierten, nichtparenchymalen Zellen
(hier Kupfferzellen) und mit Granulozy-
ten ermoglichte es somit, die Situation in
der Leber besser darzustellen und die Aus-
sagekraft von Zellkultur-Systemen weiter
zu verbessern.
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